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CHAPTER 8 
Summary and general discussion 
PUlrn@nary diseases have trad~tlorlally been cvalu,r~ed 13y BaY,or4tol-y rests, luz-rp 
f ~ l n c ~ m  tests, lmaglIlg procedures and rlssue b~c>~s~cs . '  ~rcrrriho;rIveo~ar jelvnge 
(BAI,) represents all addlria~l~il  tool In dssesslng the health status of t]ze Irzlzg. BAI, 
rs a procedure 111 which the bronchodlveol,~r reglola oi the respnr;atory trait. i, 
Idvdged with an lsororvac salt sollzltian. It sdrr3plcs cells anld solkltrs fr-olll rplt13e- 
layer of the hwer  rcspwdtory t r x t .  After nks ~ntrc~cluctno~ ,IS a rcse,lrch lerrrl, 
BXL has been apprec~ated exaensively for cltri~cal appl~catlans in the f'uelLl cri mkc-  
t ~ o n s  ancl interstitl~l Pur~g d~seases. Diagnostrc appllc'itio~z of. 13XL fkuld ;IuldlySIS IS 
rna111ly based on cellular characterlstlzs of the flurd, therefore, apprcjprh,lte 
cellular c~mialysls 1s mandatory. Normally, RAL fluid ?ample\ fronl l ~ c ~ k l r l l y  
non-s~noking controls contala1 ~ lveolar  nracroplaages, lyn.ipl~ocyre.s, 111~1, TO . I  
lesser extent, polymorphorruclea~. ne~atrerphnls (PMNcS, eositroph~ls and rnast 
cells. 
Although tlie value of BAL f l u d  cytology in ~ t h t  assesslm1cnr of rnterstrrlal IunlK 
disease and pulmonary ii~fections 1s apparent, 1t sb~oulcl be real~sc~l  th'rt the , ~ c t a a l  
deter~niviatiora of the cell types does require technical skill a n d  fralnung, and drat 
the erlrlrc 13AL fluid processing requires considerable time a n d  cllora. 
The procedure of cyltocents~fugatiol~ has been used lor In;clry y c x s  ln I~aerna- 
tology ancl cytology laboratories, as it eziables excellent obser\,~tron o k  cell 
morphology in specnrneals of low volume. Durnng the past decades, apylrc,icions of 
cycocentrrfugatioll have been devel~ped for diagnustlc ruicu~obrolagy. Anrung 
utlaers, these apgl~cancrns ~ncluded ~cree12111g s'or plriiiary tract ~nlSCzt~r)ns, W I S U A I I -  
satLon of bacterra ln norrcrally sterlle h>r~dy Elurcls, and  11ctecrrc1n r ) f  a c ~ c l - l a s t  Vr,tcilI~ 
In s p u t u r ~ ~  preparaclrs~~s.' Desplre c.r~coit~r.,ig~i~g re\ilrlts, cytc)c~~~trnJ I B ~ C I I I K ) ~ ~  1 1 d i  
f'llled to become a wrdespread techrz~qrue 111 clr~gnostuc nalcl-olxc>logy. 
The diaguostlc value ofcytcalog); 1nlgcly dcperrilq olr tlw posi11xllrtes Iors{,lrnd- 
ardtslllg [he procedures (3E cytocentr~fugatlo~~. Irrclred, cechr~rc~l factor$ Intcr- 
ferlng w l r 8 ~  r l~e  cytocentr~Pugatlorrg proccss may cause drstorc~crn c ~ f  rlw I5AL EYurcl 
clnffcrentval cell cuunr. Such errors r~~clucle the ""bulilL seyc" appe~ur~rnce 01 the 
cytoccnrrufuge spot: ( d ~ l e  to  low se~mgle v~>luaiies un the cyrnspll~ clr,~inIser), JIIC! rhc 
"crescent shaped" nppenr;ll?ce rrf  t h ~ s  spot (due to n dcI,lyerl starr of the ccnrrltugc 
. ~ l ~ e o  lo:ading of the C ~ J I - I I E ~ C ~ F ) . ~  
Although progress has heen made in nun-morpholog~c d~agxros~s be.& flow 
cytopnetry and polrnner~se &a111 rc~ctlon-tcchniq~e\ii~ the ~nfcroscoprc l lcnclf~ca- 
t i o n  of aild pLllrnorlary parhogens rorastrtutss the corn.ersrclncL of fluhd 
dllalysls the dally pracrjcc o f t h c  dlagnost~c Ia htrraror~, and 11 1 %  ! I L ~ ] Y  rclmalll 
so In the neclr future. Indeed, analysrs o f  the cellular prohle in HAlL f l l l l J s d m ~ J c s  
can give. raiorc ~ns lghr  into the [underlylilg lung d~sease. The use of refLnsd tech- 
nlqwes a,( 5px8mm1 prorscssnrrg and rl~icroscopy not only offers fast and reliable 
L - ~ I ~ ~ ~ I ( J c I s ,  h ~ l f  a l ~ i ~  F1t5 the needs for cost-accounrdble specimen management and 
round-the-chock patlent care. 
Dcsplce t-he r e c ~ n ~ m e n d a t l ~ ~ n s  o i  the European1 Society of PneumonoPogy and 
those of thc Pirner~can Tt~oraclc S ~ c i e r y , ~ > ~  fur~lier study on standnrdlsation of the 
cytocerlltr~fug~~tlon process IS necessary. 
Clnaptcrs 2 and 3 were concerved as J! splr.1-off of. t h ~ s  earch for standardrsa- 
11011. IT] rl~cse chapters, the ~a~fluence of die cytocenrr l f~~at~can p rameters Crrl the 
clufferencral cell counr ot BRL f l u ~ d  samples was investlrgated. In chapter 2, rhe 
ltnpacr of tlzree cytloceratrifug~tron parameters (l.e. spceell, tlnne and acceheratlall 
rate) on d ~ e  BAL fluld clrfferent~al cell count was mvesr~gated. As 
cytc~ccntnfugatio ervtarls selecnve loss of lymphocytes, the recovery rate of these 
cells a t  v~tnous cycr~centrlfugatron ccrllditions was of specla] 111reres~.g)9 A
cytocentrifugatlon speed trf 1200 revulutlons per mtntlte Irprn), and a dllrrat~orm of 
10 minutes asccrulrzed the h~ghest rccuvery rate of lymphocytes. At. intermediate 
( 12010 ry13-t) and Ii~gh speccl (2000 rpmj corrdlt~ons however, rnurphologrcal cell 
d'lrnagc becammc apparent, a ~ r d  thus we elected to use the low cytocentr~filgat~on 
specd as rlre one preferred for BAT, fluid cytology. III chapter 3, it was concluded 
that lymphocytesand alveolar unacrcrplzages were nolt randandy distributed orr the 
cytoceratstfixge spol, and i l ~ a a  the centre of the cycocentr~fugc spot appeared to be 
the most rrllalsle area for pet-fctrl~~ance oil: the dutferevmtlal cell cuuair. Althougl~ the 
fil~clitrgs in both chapters were statistically signlfrcant, their c l~n~ca l  signllicance 
reindins clebatahle. The mean absolute differences in lynlphocyte percentages for 
tlve different quadrants (chapter 3 )  dnd fur the d~kferent cycocentrifugatl(9n con&- 
taorrs  chapr re^ 21 were srnaLI,l>ut there were many tricliv~dual BAL fluid samples for 
which the dlssolrute slutference cxcceded 10%. Although no tolerance limits !rave 
l~cena clefrnecl for 1nrer ;a~ '~~1~~:1rna131l l ty  of BAL fluid different~~tl cell counts, CE 10% 
clnitercncc 1s ~ O ~ I S I L ~ C ' I . C C ~  rc~jrllicdI1). ~ I ~ I ~ I ~ ~ C ~ I I C  when dCSeSSll1g ~nterlaboratory 
v ~ r , ~ i ~ ~ t l ~ t ~ e s . ~ "  )I-zurrl-rer ~irvest~g,lrror-r on the Iimits for r~~tel-asscry variability ofBA1. 
f l r ~ ~ c l  ul-'fc~~cnrual cell count, W I ~ ~ I O L U I  clinic,rl irrrpact, should bc dcrlle arrcl wll 
111crt~,19e rlme ' ~ ~ ~ l l c a r l o n  c ~ f  13A1, fllil~~d cytology In the d,111y p r ac t~ce  
Cl~apters 4 ~ n s l . 5  presenf rekrne~nellis ofrhe prev~~~nislv p~ihl~shed rcccumrnen- 
dd~iclns on the nunrl~er- of 1341, f l ~ r ~ r l  cells to 12e d~ffererrt~ated. In chapter 4, ~t w,is 
~lenlonatr,ltc.d clr.it ,.i 290-cell count (\zrth~ch the i\lrncr~can T11ordclrc Society 
propo\eJ as  the rn~nirnu~m number ot cells tr, be enunierared)6, orlly w~r r an t ed  a
rel~,lbie courat of PMNs , ~ n d  al\reol,lv rnacroplrnges. Wl1c1-1 increasrng the number 
ol cells col~nted ro J total of TOO, the lyrnphocy,res and eosinoph~ls were also rell- 
,I bly cn~lllzer,lted. Htrwrves, lrhc percent,lges of 13;1st cells, plds111a cells, squamozls 
~ n t l  l~rouachr~~l eparhe'lial cells were nor reliably est~ni.atcd, even at a sou~nt of 500 
cell\ by one ohsercur. C>rr .V,~~-C;rtrnwsld-C~e~ns,~ sltd~ned preparaoons, tc 
; ~ p ~ e . ~ r c c i  tla'tt rell,zlrlo counlr~r-rg t ~ t "  mast cells was nor possible, and therefore 
c,hrrtnnrr hl~ould  be e~erctsed whet1 Inrerpretlng amst cell percentages. Extended 
RllCrOscoplC screenrng of BAP. fteud cytoi-errtr~fuged prt.p,~r,~tio~r\ \v,ls recorn- 
mended, ~n order ro evaluate the presertce ot epltlizel~:~l cells and pl.lsmL~ d l b .  
Chapter 5 demonstrated that MGG stalned preparations offerzil a 1110re rell,lble 
conntlng of irlfected cells than did the Gral l~dl ld the :lcrldrnr. Orange stalz~ed 
prep$iratlons. Rei~able stlmatlon of  the percentage of~niected cells x f J c l ,  dchleved 
a t  a count of200 cells. The results nbtanned In chapters 4 'lntl5 m,ly he rcgardcci .IS 
a further attempt to s~andardise the BXI, fIuid olrffcrentr.11 ccll count. 'The strtdles 
presented lnchapters I and 5 she~zlld be complemenreci by a detd~led ulvesrrg,rtuotr 
of inter-laboratory d~ffereiices In the prtrcessnng of BAL flurd ~311-1ples, I n  orcler to 
achieve a better standsil-dlsatlom.1 of the BAI dittercntldl cell counrs.il 
From the scope of Instrumentation and automat~on, sevcral attempts have 
beera made to surnplllfy the processrilg of BAI,  fluid samples In r l~e  dlrzgnosclc 
settlng. Callbratuon of a Coultes Courlter D a p l ~ r a t i ~ s  errabled (asr <111d accuu-arc 
electroa~ic measurement ot  rhe rota! ccll count of BAZ, flurcl samples, s r ~ l  ,R 
cornianerc~al Dip Slide method compared favourably to conventriol~al qllrzlltltdTtVe 
culture r n ~ t l h o d s . ~ ~ ~ ~ ~  In lrne wlt l~ thesc evolzltlons, a com~rrcrclal Lee~kcscwte 
esrerase strip, destgned Eel wr~nalysis, was eva111,zted for ~ t s  c~blllty to  detect 
elevated numbers of PMNs 111 BAL. f lu~d  sLrmples. The resrllts of thrs study, 
pl-eser~teci I ~ I  chapter 6, showe~i  th i~ t  he Mulltrsc~x 7 reagenr sernp prc~wed to be 
useful as '1 r ap~~d  screening test for tlre BAJ, flwd PMNs percerrragc. Hr~wcvcr, 
from the v~cwpoint crk diagnosr~c and analytrcal sensitiv~t\, fz~rtkcr study on1 the 
false-negatlve readungs and refincn~ents of the readrnig sc,lle ,Ire ~lcecicd. l-'l~rthrr- 
more, adaptations ofthe other Mulnsnx Iplaranicters to the N A L  ilwd r<tnges ~ r c  
desnred. Altho~agh BAL fluid samples on theur own d o  nut  represcn l~  large I'urld o l  
'tppl~cat~on (dnd sale) for such redgent stt-np, they would be .I useful a r l~ul~c t  to 
corlven~r~oilal imcroscopy in those sltuatlons wl~ere trnlrred cynolog~sts are  rot 
awamllable. 
h chapter 7 ,  rhc usefulness of BAL fluid cytoiogy w ~ s  .issessed In irntealslvc 
care pat lents sr~sprcted of l-ravu~g plzeumoni~l. 111 E hcse pat~ciilu. pu~l~ntrn,~c v tl nrl- 
ties I L C E L C ~  on cliesfl rI~d1ogrciph arc I - I ~ I ~ ~ I C ~ U L I S ,  ~ n d  I I C I I ~ - ~ I I ~ F C C ~ Y C ~ L I S  ~ I S O ~ L ~ C * I - \  I I I ~ E Y  171' 
just as prev,rle~2c as tllose prnduces Pay orga~~tsins.14 h:ra~~n a l x  stlady prcsc~~tcd 111
chapter 7, ~t was clear that  BAL t l l i ~ c l  cytology may offer v.~Inr,lhlc ilriol-n~~~tnrri~ 117 
tiye cletect~on of at Peast p3rt (J% ~Iicse nol~-~l~lFzctra~~s cor~dltar~nc. I t e a ~ i l l ~  dr5ccrn- 
IbIe cytological hndl~ngs such ,IS h,ic~noslder~n loaclcn m,~crcr~.rl~;lge~~ eoslno1711~1s 
and rnalIgnant cells cledrly poln~ted to 1-io17-1mfect10~1s. conoblthon s.~ruh ac 1t5p1r~1- 
rlon ofgllStr~C contents,t.he i\dulr Itesp~ratory Distress Syndrome, tPlffuse alveo1;rl. 
luaemorrllage and l> rnphaug~ t l s  carcinomatosa, It IS ~nrportant, P~owcwer, to 
realrsethatnorae ofthcscfrndlngs w;ls cxclus~vc, ,) redson wily rhortrn~~ll rn~cr-trb~o- 
loglca\  exarnrnatnon of the BAL,fluid $c~~nples  us stdl requlrcd 11-1 trrderto rule ~ 1 ~ 1 1  ~n 
~lnfesr~o~as ongln. 
1 .  Op~lrmal recovery of the different BAL. fluid cell types cornblned wlrh excel- 
lcnr cytomorphology can be acl~teved by cyrocenrnfugat~on a t  intermediate 
speed (650 rprn), for a durarlon of 10 rninlares and at tlze low accekeration 
rate. 
2. For reliail-~le estimation of the BAL fluid lyniphocyte and alveolar 
naacrophage n~urnbers, the d~fferentlal cell count of cytocentnfuged BAI. 
f l u ~ d  sannples should be performed in a circular pattern a r o ~ m d  the center of 
cycorentrifuge spot. 
3. Reliable estimation of: the 11~11nber of PMNs, alveolar macrophages, Ipmpho- 
cytes and ecvs~nophlls in cytocentnfuged $Aid fluid samples 1s reached at a 
count of 300 cells by one observer. Kxrended macroscopic screeaalng is 
recommended to evaluate the presence of eputhel~al cells (low magnification) 
and plasma cells (hrgh rnagnlfication). 
4. kor en~illnerarion of the infected cells in cycocenarlfuged BAL fl~litl san~pLes, 
k h t  MGG slairla is the preferred s t an ,  and rel~lable eniurneratnon by a single 
observer is achieved a t  a count of 200 cells. 
5. For cstlrnatron of the BkL f l ~ i ~ d  PMN count, the leukocyte esterase reagent 
[LEE Multlrstix 7 reagenr strip (designed for urinanalysls) can be of adjunct 
value: rregritive LE raclings consistently predict a BAL fluid PMN count of <. 
2Q%, anid the "+++" LE category predict PMN cou13t.s above allti below 
50% wirh a scnsltivity of 71% and a specific~ty of 97%. 
6.  In hntensnve care patnents suspected of having pneumonra, BAL fluid cytolog- 
ical flncl~ngs uch as > 20% Izaeniosiderin loaden anacrophagesl the presence 
of activated lymphocytes, cclls, > 5% eosinophils, a p-heporrdcrance 
of foamy rnacropl~ages, reactwe type 11 pneurnocytes and malignant cePls, 
p0111t ti] 1-~011-llllfe~11(~11~ orlgjsl of the symptoms. 
Z7rzrt1ier reitllez~le~rrs of vlresc f l r l c l ~ t a ~ r  i r i  a prospective study will increase the tilag- 
ncrsuc: ;rccus.acy crf the BAl ,  tillid cytology 111 the predrction of non-nnfectuous as 
well as i~rfrcrious con~l~t ions.  7he  studlcs n1-z rlre previous clrdprcrs nllustrnted the 
vallre uCa rn~llt-tcl~scrp1inar)r d p p r o ~ r h  in the grocessing<~nci! ~nterprrtatlon of BAL 
lltrrd cytology. Excellent tecl~niic~~l a11d star~stlcal serpporc enabled to redrne BAL 
il~zrd processlrrg. l-io\vcver, appropriate cllnnical ~nforrnation is mandatory to  
~ i~ ip rnvc  the diag~zost~c a curacy of BXL, fluid analysis. W11ei-z tapplred according to 
st;~udn~~dired protocols, and conbiclered rn tlre context of other diagnostic rests 
,~nrl ,~ppropri,zre CIIPIIC,II rnformatron, Br"l appears to be ~liseful in the drdgnos~s of 
acrtain l ~ ~ ~ i g  duse'~ses. Aree~rzpts have to be made to further zmprove the procedure 
cxplore rule value of the procedure for cblriicdl CIS well ;IS r e ~ c ~ ~ r c h  applicatton. 
REFERENCES 
1. Drerrt -M, Jncolrs ]A, Wagei~aar  Sj5r. Broz~choalveolar iav,agr. Eur Kespjr Mcan 20005: 
63-78. 
2. I annperr F, Brandl A, Dasctrnel- F. 24r~n;rlys!s ~ 1 1 t h  t e cyrocenrr~luge: ,r n71rchod to supple 
menr quantutatwr bacrer~al culn~rc .  1 Stud Prear lnteir  1975;3:40-43. 
3. Shanhchlezer CJ> Schaper PJ, Pctcrsran LR. Concenltrareci glanr srsln icnears prep:ireci wlrh J 
cyrospin cerrtrlfuge. J Chn hi~crob 1982;16: 1052-1056. 
4. Saceanu CA, Pfe~ffer NC, h4cP e m  T Pva lu~ t tnn  ot sputunr smears cnncerr~r,~ted by 
cytocc.ntrof~~g=~tia~l for derect~on of acid-fast Z~acilh. J Clm Mlzro13 1993:3 1 :2371-2374. 
5. Grover Me,  Blee E, Stoker BO. Etfect of san~ple  volume on  cell recovery 
cytocen~rr~f~~gat ion .  Acra Cyrol 1995;33:387-390. 
6. Klech El, Pohl D(f. Techn~c.ll recommandarions and glilidel~nes for bronclrcr,~l\~eoU,Ir lavage 
(R..ZL): report o i t he  Eusopeam Soc~ety ot L'~~eumonolog~r Task Croup r)n Rsil.. Eur Kesp11.J 
1989;2:561-585 
7. Goldsrcll~ R. Clln~~cal role of bronchualveolar I:~vage 1r1 adults with pt~li~~nl-tary dlscase. Ana 
Kev Respir Dls 1990;142:48 1-486. 
8.  Sallr~nu C, Hance AJ, Fen ans Vj, Basscr F, Bltrernantr PR, CI  yawl RG. Accura~e qua11il1lrc.i- 
t ~ o n a f c e l l ~  recovered Isv bronchoal~col~t r  lavage. An1 Rev Kcsprr DIS 1984; 130:650-6 58.  
9. I,av~olerte M. L ymphocyrc f~uctuaricrlr !n hro~rcb~o~lvcolar  h"ge  illtic$ 1111 riorn131 vnilln- 
teers. 'Tharex 1985;40:651-656. 
10. Kley kalnp BQ, Rauglln-tan RP. Who  shoulcl perform broncl~oalveslar lavage a n ~ r ~ l ~ l s ~ s ?  Ana J 
Resprr Crlr Care bled 1998;157:67. 
1 1. Raughman RP. 1s Is~onahoalveolar lavage clinrcally useful lor every day brractrce In naztc-~S~II- 
t ~ a l  lung disease? J Bronchol 1999;6:21 1-21 6. 
12. Heaney LC;, McKrrgan J, S~arnford CF, E n n ~ s  M. EUeceronlc cell counrlng to measure tntal 
n~umbers 111 il)ronchoalveolar lavage t l u ~ d .  Eur HLesp~r J 1994;7 I 527- 1 F? 1 .  
13. Speleh R, Wusc J. Hess T, Kau~ser P, R u s s ~  EW. P rospec~~ve  eval~narion 016 a scm!-qi~snrlrative 
d ~ p  \ l ~ d r  imrthtrd cornp,~red wir l~  qrnaratlwtlvc b,+cter!al ctiltrlrcr of l3Al Elw~d. Ght.51 
1996;109: 3423-29. 
14. Sanl0s E, .l.alt~.l~.i~~ A, Bratldsrertei R13 Rnentge~ac~gr,kplauc rnlnllcs of prrrlul~~unla 111 rlrr cril- 
ical care unlr. C r ~ r  Care C l ~ n  h998;14.91-104 

Samenvatting 
De ii~rrodiimcrae v ~ r i  de flexibelc brorichoscoap door Ikeda in 1968 berekende cen 
belangrijke diagnostische en thcr.ipeurische ,rAnivlirisr voor b ie pne~ rno io~ i e .  \!IJ 
de flexit7ele bronchoscoop kasi er een spoeling van Iret cfistdlc deeE ),at, de lorag 
plaatsvirrdeti, de Isrorichoalveolaire Invage (BAL) genaamd. l>oc)r onderroek ~ , u x i  
Imec spoel~iocht, verkregen met de BAL, heeft nueni meer ~nzi ihr  gekregeil i r i  de 
sriorfologlische, iinaicroblologrsche, immvric~log~sclne ei1 che~nisclre aspecten vaui 
processen in de kleine luchtwegen en de alveolaare rulrnter-r. De omlcrzoek,sresuii- 
raten hebben geleld tot een ruimer toepass~ngs~ebrod liaili de RAL nm de dingriostiek 
van zowel niet-anfect~ewze als infectieuze loïig-,in~idoenii~~grn~ 
Ini de spoelvl~eistol v~ara g~lionde personeu-r kortrez~ alvea8,~ire iiiacrot,~gerz (WO 
tot 90% van de rotale celitelllng), Iynifocyteir /S toe 1O$;,), p i > l C ~ . i 7 0 r ~ ~ h o i i t i c l e ~  
neutrofielerr (13MN)i (1 tot 2%), eosinofielen err naast celle~i [ l  tot 2 % )  vtror. 
Plaveisel-, rrilhaarepitlieelcellen, plasina cellien en1 izialugne celieui 71111 oildei 
norrnale ornstaiidlig11erle1- niet a'inwczig in de spoelvloeistot. Dool tle bep,iliirg 
van de differe~ctratie van decellen annwezig in de spoelvloeistof is Izet mogelijk ezsa 
i n~ i ch t  te krijgen i11 11rt ziekteproces vrin de loi~g. 13r cytoccc.nitr~f~ig~it~crecI~r~iick, i11 
I~e t  bljzoader de Cytospin [Shandoni Ltd.), is de inecst gel)ruikte rneilaode vocrr lier 
makeli van cytologische preparaten. De cellen aanwe~ig  in  dc sp~~elvBoei~toI 
worden doos her cytocerrtrifugat~eproces geconceiirreerd o p  ecni roizcl ol>pcrvl,ul; 
met 6 mila diameter, de cytocei~trifwgariespot gen'tdnld. Wanizeer eeir jiriste 
liweveelheili vocht wordtgecytoccntrifugeerd konic~i de cellen J L I ~ S I  naast elkclai- te 
liggen op de cytocentrafugatlespot en is er cen uitstekende riiiorfologit. vali de 
uerschilleiude cclleil. Een aantal factoren inierfercerr iriet het cy~c~ce~atrzfugatie- 
proces ~7aardc~or  de kwaliteit van  de preparatril, c.q. de c);tornorfolngie, wordt 
aanigerast. E.en van dc factorei-r is Izet gebruik ~ { J I I  een t v  kiciirr lioevec.llicid ~a-iatc- 
riaal iin de cy~ospinkdrner. De ~clilen koixreii dari rlc r,ai.rd v.nn de cyroc~fiiitrrfiig~r~c- 
spot te  Iiggeir met irr het iruiiddeii een ceYai-in dec.!, her "bbnPl's eyc" eliect gc.ii,~,iimtl. 
Eera andere factor ns de tijd tussen her vullen v311 d e  cytcsceiirriC~rgaarel~.rtncr 11 Ircl 
scarteir liai] hes cytocenltr~k~igat~eproce~. Iridrerr de tild te I,riig IS, 0111~Lddl CI. eei-1 
~unre~clrilatige v rdeliiag van de cellen op cle ~ ~ i l o c e n n r i f u g ~ r i e s ~ ~ o t ,  de "cscs~c i i~"  
genaarnd. 
De cytrdogie eist ervaren en getrainde rnicrc>scogi~tei~ en is eeri ai-lsciíl~initn- 
sieve en dwrr bepaling. Voor de toepasiiilg v,in de ccllilllairc aiaalyse in d e  cli,igiros- 
ciek vat1 mwel nier-iirifecticcize als iiifectieia~e li~nigaarrcloer~arrgeii, s hct hcl'rngralk 
dat  dc techniek waarop de BAL vloeisrof vcrwerkr wardi 111 her labor;rroriurn 
hetcouwbaar er.] reproduceerbaar is. Ondank5 het besia,trr vat1 darrbevclrngc~~ Y417 
o.a. de E~lropean 5oc~ety of Pneurnonology en de An-rerucai~ Thorax 5o~ecty ervrrrdl 
voor het cyïologiscl~ onderzoek vani de RAL,-rltre~crof uiler nltljd 2ni-r dci.c- m o r -  
waarc?lrn voldaan. Er is een n o o d ~ a a k  riaar verderr rtaildaardi5nt~e van jirrwel de  
cy~r,ccnrrifug,itirtc-ch~~~~:k, dan de differentiele celtelling van BAL--\ilue~stol£. Dit 
proefschrift hecir als doel jlowel de cytsrccr.iarifragat~etechn~ek als de differentiatie 
van de cellen i11 een BA1.-vlcreistosf te trptimaliserci~, @n de di~giiostirche rneer- 
waarde w.ar1 eer1 BAL bi] een beademde patient met een infiltraat op  de rontgenloto 
va!] d t  thtrrax J a n  te tonen. 
In hoofdstuk 2 werd de invloed van de 3 cyrucenrrifugatic-parameters: snel- 
heid, tijd tn acceleratie op d e  celdifferentiatie van cle BAL-vleteistoi nagegaan. De 
aandacht ging vooral u i t  naar dc opbrengst van de lymfocyten bij de vcrschnllencle 
cytocerrrrifugalie-sne1hede11. Er werd aangetoond dar de opbrengst van de lyrnfo- 
cyreru he t  h c ~ u g ~ t  IS bul een cytocer-rtrifiugat~e-snelhelcl van 1200 rpin. Aaaigezieri bij 
cie hogere siielhedera ( 1200 rpm eir 2000 spin) inorfoliergisch meer cellaeschadrgn~ig 
werd waargtrtlomen, wordt een cytocentrifugatie-snelheid van 6.50 rpm 
aanbevolen. Dede snelheid werd gebrulkt I r i  dit pm-oefschrnft. Het onderzoek 
beschreven in I~oafdsturk 3 rooi~de a'in clat de lymfocyten en de alveolaire macro- 
fageia niea ad random verdeeld znln o p  de cytocencnf~igatiespot. De meest 
betrouwbare plaats voor een celdrfferentiatie was roaid het centrirnm van de cyro- 
ceilrril:ugatiespcrt.Onclrtriks dat het verschil, zowel iia het porcentaige lymfocyten 
als in her percentage alveolaire rnacrcsfagen, voor de werschullende cytocentrifuga- 
tie-p.ir,inieters (hoofdstuk 2) cri de verscllillende kwadranten (hoofdstuk 3 )  in een 
a,int,il gevallen staé~sticc1.i signdlcanit was, blnjft de klinische berekenis contraver- 
saeel. Tot heden werden geen crrterra gedefinieerd over de grenzera waartussecc een 
differentiele celtellirig wan een BAI,, ~rurntier dal: cle klinisclae dnagnose beiirvloed 
wordt, kan varieren. Het is iiiteressantorn na tegaan of de beoogde criteria vasrge- 
legcl kun~ieia worden nnet behulp van verder onderzoek. 
In hoofdstuk 4 en 5 werd aandacht besteed aan cie ~ é ~ ~ n d a a r d i s ~ t n e  van lrer 
aantal te cliffcrentnelerren cellen. 11.1 hoofdsa~ik 4 werd aiaiigetaoild da t  voor eer1 
representarleve telling van PMN en ,~lweolarre m,icrotagen i i~~nimdal  200 cellen, 
xonls ~ianbevolen door dc An~eric.~n 'Thor.rx Society, dieileii re worden gereld. 
lilcltcn ia-iinnizli;laI 300 c~ l len  door l obsrrw~r wereien geteld, bleek de celuellir~gnok 
berrouwb,ua~- ie tiIn voor ~ l c  Ipianit-rcyteiz cn de ecas111cifnelen. "Voor de mast cellen, 
pl,isria,~ cellen, rrilIia;ir- en pl,iveisclcprtI-ieelcellcir was het niea rriogelljk l~cr  irariar- 
1'~lJdI ,~dlit l i l  ceIlen ie brpaleir oiln een betsouwb.~receltelllrrg te kri]gen. DetEialve 1s 
l-zet w,ln b ~ l ~ n p  een ~iitgebreicle screcliing v,iri de preparaten i l d c i i  phsrnd cellen, 
trill.nd,rr- en p8aveiselepitlaet.lzellerii te doen. Oe Iierkennlilg vali de mast cellci-i op  
hf,l\r-i;ruiawaIJ-Gieinsa (MGG) gcklcwrde preparaten is erg moeilijk. De dentifl- 
c,irie V J I I  cle nnast cellen op MGCI gekleurde preparaten dlent met alle vcaor~ichtig- 
heicl te geheiutc.in. In hoafdstuk 5 wercl aa1igetc30nd dat voor cle bepaling v,zn het 
. i c i i a t ~ l  geniifectcerde cellen, de MCX kiewrung betroiiwbaarder is dan de Gri111-i en 
de i lcr~dine CSr,~nje kleuriiig. De tellang van Eict ,i~rnral geinfecteerde cellen was 
reed5 ~retrcdciwhadr b11 een iel111igval11001 cellen door I observer. Ii1hoofdstuk4 en 
werd aeitagencrorid dat doar  een1 d~lterentn~~tie va a imintrn,~al 300 cellen gecornbi- 
iiccrd inet ecu tiitgebreicie screening van de preparaten een betrouwbare cellulalre 
an,ilysc verkregen wordt. Clin de re*;iiItfarei.n van de cellulaire ~11~3lyse van verschil- 
lende laboratoria te kuntien vergel~gken, is hei luel,iilgri]k dczt de 1.ibor~torid 
dezelfde techniek gelliruiken. Vervolgens is het unteress.Int ncu te gaaii hoe groot de 
verschillen in de celcellingtussende verschilleride I;lbor:~rorla kunnen z i ~ ~ i  en of dat 
gevolgen heek voor de kltnische diagnose. 
In hoofdstuk 6 werd onderzocht of de conarnercielr I-euiknsyte ester,ase strip 
k ~ r i  gebrmrkt worden om OP een semi-kwantirntuevli: wqze de hoeveeltieid l'h,llNi in 
BAL-vloeistof te bepalen. De sttidie toonde aan de strip, h4ultistix 7 rc,ugcnt 
strip genoemd, briukbadr is. Doch, de iitleessclralrl diene ver t i ld  te ~lr~l.deii  en
verder onderzoek dit-nit te gebeulren naar de kans op vtzls-r~egatievc nflesingexa. E-let 
toepassirrgsgebied van de strip is beperkt tot dica sutuaoies waar geen gerr~in~de 
analust beschrkbaar 1s. De seml-kwantitatieve bcpalii~g birdtdarr een irlrkomsi als 
aanvulling op  cle cramventlonele n~icriascopie. 
In hoofdstuk 7 werd aangetoond dat de cyrtilogue van een: BAL-vkoeistcrleeui 
aai~uullende eliagnostische w ~ a r d e  heeft bil beadcrndc ificensive care patieliteil 
mer een infiltraat op de rontgeilfoto vana de thorax. De oor~aaic v;lr'a her infiltraat 
kan zowel inzfectieus als niet-iinfectietis zijn. De cytologie lieett vooral eeir meer- 
waarde voor de í11;rgnose van uiiet-iiifectieutc aandoeiriirgezx, waaríicmr onnodig 
antrbioticagebruik ~ovee l  rraogel~~ k voorkoineii kiin worden. Indieil rn CIC lavage- 
vloeistof l-iaeinosidertnïe beladen nnacrofagen, eosincitielenï enlot nncilngn~e celleri 
worden aangerroffen, kan dit een aarzwilzing Lijn voor i~~et-iritectie~e~e aandoe- 
niiigeil, zoals aspirarje varlrnaagzuur, adult respiratory dis1 i-ess syridroine, diffiiiis 
,alveolaiice hruernorrhagne e11 lymphangatrs cdirctilom,iros,i. Echter steeds d ~ e r ~ t  
aanvullend m~crobiologisclï onderkoek een ililectieiize riorrank uit te s1uitel-i. 
d .  De ineest: ideale opbrerigst van de verscliillericie celsoorreii aanwezig ira  eet1 
RAL.-vloe~stof gecornl~iileei-d mer een rrirs~elceiide cytoirior~ologie wordt 
herelkt bij een cytucentrif~igatit- prcxes met ecii geiiitcltlelcle sricllicicl (651) 
rpr*r)i, gedrsrendc 10 iliinuten [rij eerr lage ,icceler,iiue. 
2. Voor een t>errrrziwbarc tellang v,ln her ,~aiitsil lyiiifocyieni eri ,ilvetrl.ïlrc 
rnacr~ f~ lgen  I S  liei dLan te b~\ ie l r r~  een celtellii~g te doem rond b~er ~elrirtiin v , i i ~  
de cytocentr~f~~g~itucspot van  de prcp,iracciï. 
3. Eeir Laetro~iwliaie rclli~lg vair het adii~tal poPysnorpl~oi-uucle~ire n vtsotiiclrii, 
alveolaire rnacrofagrn, lyinfocjten cn cx~~ru~nf~elen wordt werkregcri bi] een 
dnfkreniuatie tidn 300 cellcii door 1 crbscrver. Uutgcbreidc screcntalg Va17 de 
cyrocentriFugat3e prcparateii is aai1 re bevejeil om de ad~zweziglieucl vaii 
epitheellcellei~ (lage vergrotii-tg) en plasma celler~ (hogere vergro~rirg) te 
evdlweren. 
4. De bepalirig v,in Iiel aamtdl geiritccteercle cel lcri 111 BAL-vloe~l;tcd is 
bctrouwba~r b!] eerr drtfereilt~atie van  200 cellen door 1 obcesvei- irp M d y -  
Gri~n\vald-Gicmsi.3. gekleurde preparaten. 
5. Voor (IC  bepaling van her aanral polyarrorphonucleme neritrofielen (PMW) 
i r i  K A 1  -vi~t isrof ,  kan de leukocyte esterase (LEI Multisriu 7 reagenr strip 
íonrworpen voor ursnai~alys~r) een toegevoegde waarde hebben. Eerr 
negatieve I,E aflezung vuorspelr een BAL-vloerstof met een PzMN aanral i 
ZO%, en cria "+++" LE categorie voorspelt een PiVN telling boven de 50% 
mier een sensitiviteru van 71% en een spec~ficitelc van 97%. 
6. Bq rntensive care patlenren verdaclit van een pneu~non~ie wijzen de 
cytolognschs bev~ndingen in een BAL-vloeistof zoals z 20% haemoslderine 
beladen macaofagei?, de aanwezigheid van geactxveerde lymfocyten, > 5% 
eoslnofielen, een rncerdesl-ieid van schurmmacrofagen, reactief type 11 
pi~eumocyren ei1 maligne cellen in de richting v211 een niet-lr~fectieui~e 
oc)r~,lak. 
De ctuclleo beschreven in dit  pr«eiEsclisiift bei~adrukkeii de waarde waia een rnultr- 
d~sciplinaire aanpak in de verwerking en iii~terpretatie van de cytologie van 
BAL-vloeistof. Wet onderzoek heeft geleid tot een nneer geitandaardiseePde 
verwerking van BAL-vloeistof. Het oiiderzock zal de d~agi~ostische waarde van 
BAL-vlocistaf cytologie voor  wel ii?fectieiuze als niet-infectieuze coi~cllties doen 
tueiieinen. Doch, de cytolag~ie van RAL-vloeistof is ai-beldsin~ter~sief n tijdrovend. 
Er wordt untgebreid on~der~oek  gedaan naar de toepasbaarheid van snelle, geauto- 
matnseerde recl~nteken, zodls de Flow-cytometrie r>rn een differentrele celtellling iiit 
te voeren of de toepascnng van de polyrnerase chain reactie voor een snelle diag- 
nose van een 1.egro~zelScr pxzerniilmpSiESa pneumonue, op de BAL-vloieistof. Het 
nnder~oek n a x  de mogcIi]ikhcid van dutornatiserang iin de verwerkii~g wan 
BAL-vloeistoliai de laboratoria zal zowel de staridaardlsatie als de toepacbaarl~eid 
van  GAL-vloeistof in de diagnostnek van Itrngziekteir doen toenemeii. Een goede 
sarnci~werklizg tilssei1 long- en intensive care artsen biedt de rnogel~jkheid om de 
L yiologie i11 eena kliiiisch kader TC plaatsen. Op deze manier neemt de cytologie van  
ecii 13AL,-vlneistc11:cen iirrirke plaats i i r ,  ~ o w e l  In de ddgelrjkse patienrenzorg als in  
licut criidcr~oekspebie~~. 
